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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft kristalline N-[4-[[(2-amino-1,4,5,6,7,8-hexahydro-4-oxo-(6S)-, -(6R)- und -(6R,S)-pteridi- 
nyl)methyl]amino]benzoyI]-L-glutaminsaure-Salze (im folgenden Tetrahydrofolsaure-Salze genannt), deren Verwen- 

5 dung sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Tetrahydrofolsaure-Derivate enthalten 2 asymmetrische Zerrtren. Dabei liegt aufgrund der Synthese dieser Deri- 
vate aus Folsaure, der N-(Pteroyl)-L-glutaminsaure, das im Glutaminsaure-Rest enthaltene optisch aklive C-Atom in 
der L-Form vor, wahrend das ublicherweise durch Hydrierung der Doppelbindung in 5,6-Stellung des Pteroyl-Restes 
entstandene optisch aktive C-Atom in Position 6 in der racemischen, der (6R.S)-Form, vorliegt. Synthetische Derivate 

10 der Tetrahydrofolsaure bestehen demnach aus einer 1 :1 Mischung von 2 Diastereomeren. 

Als Arzneimittel werden Tetrahydrofolate vorwiegend als Calcium-Salz der 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure 
(Leucovorin) Oder der 5-Methyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure verwendet zur Behandlung von megaloblastischer Folsaure- 
Anamie, als Antidot zur Verstarkung der Vertraglichkeit von Folsaure-Antagonisten, speziell von Aminopterin und 
Methotrexat in der Krebstherapie ("Antifolate rescue"), zur Verstarkung des therapeutischen Effektes von fluorierten 

15 Pyrimidinen und der Behandlung von Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis und rheumatischer Arthritis, zur Verstar- 
kung der Vertraglichkeit von bestimmten Antiparasitika, etwa Trimethoprim-Sulfamethoxazol sowie zur Verminderung 
der Toxizitat von Dideazatetrahydrofolaten in der Chemotherapie. Im Organismus konnen die einzelnen Tetrahydrofol- 
saure-Derivate ineinander umgewandelt werden (Folate- Cycle). Tetrahydrofolsaure nimmt dabei eine zentrale Rolle 
ein. Ebenfalls dient Tetrahydrofolsaure als Grundsubstanz zur Herstellung diverser Tetrahydrofolsaure-Derivate. 

20 Die direkte Verwendung von Tetrahydrofolsaure-Salzen als Arzneimittel sowie als Grundsubstanz zur Herstellung 
diverser Tetrahydrofolsaure-Derivate scheiterte bisher an der Schwierigkeit, Tetrahydrofolsaure-Salze mit einer fur 
einen pharmazeutischen Wirkstoff akzeptablen Reinheit herzustellen und an der extremen Instability der Tetrahydro- 
folsaure, wobei insbesondere die hohe Oxidationsempfindlichkeit auffallt [siehe dazu auch A.L. Fitzhugh, Pteridines 
4(4), 187-191 (1993)]. Dabei ist anzumerken, dass bei der im pharmazeutischen Bereich am haufigsten benutzten par- 

25 enteralen Verwendung von Tetrahydrofolaten ein zumindest annahernd neutraler pH-Wert der verabreichten LOsung 
zwingende Voraussetzung ist. Salze der Tetrahydrofolate entsprechen bei dieser Verwendung deshalb der bevorzugten 
Anwendungsform. Zur Uberwindung der Instability der Tetrahydrofolsaure wurden verschiedene Methoden wie ein 
moglichst vollstandiger Sauerstoffausschluss oder die Zugabe von Oxidation sschutzmitteln wie Ascorbinsaure ange- 
wendet. Ein vollstandiger Sauerstoffausschluss ist jedoch bei der pharmazeutischen Verwendung kaum, und wenn 

30 dann nur mit sehr grossem Aufwand zu realisieren, und die Zugabe von Oxidationsschutzmitteln ist ebenfalls bei der 
pharmazeutischen Anwendung nicht immer moglich. Bisher konnte demnach noch kein technisch gangbares Verfahren 
gefunden werden, das fur die Herstellung von Tetrahydrofolsaure-Salzen mit einer hohen Reinheit und einer ausrei- 
chenden Stabilitat geeignet ist und somit die pharmazeutische Verwendung von Tetrahydrofolsaure-Salzen ermogli- 
chen wurde. 

35 Es wurde nun uberraschend gefunden. dass sich (6S)-, (6R)- Oder (6 R,S) -Tetrahydrofolsaure-Salze mit einer 
hohen Reinheit und einer ausgezeichneten Stabilitat erhalten lassen, indemdas entsprechende Saiz der optisch reinen 
(6S)- oder optisch reinen (6R)-. angereicherten (6S)- Oder angereicherten (6R)-, oder auch (6R.S)- Tetrahydrofolsaure 
kristallisiert wird. Die so erhaltenen kristallinen (6S)-, (6R)- und/oder (6R,S)-Tetrahydrofolsaure-Salze sind in guter 
Form bei Raumtemperatur praktisch unbeschrankt stabil. Sie sind geeignet als Bestandteil Oder als Ausgangsmaterial 

40 zur Herstellung von Arzneimittelformen, bzw. als Ausgangsmaterial zur technischen Herstellung anderer Tetrahydrofol- 
saure-Derivate mit einer hohen Reinheit. 

Gegenstand der Erfindung sind demnach kristalline Salze der (6R.S)-, (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure. Als Salze der 
Tetrahydrofolsaure zur Kristallisation bevorzugt eingesetzt werden Erdalkalisalze, im speziellen das Magnesium- oder 
Calcium-Salz. 

45 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist das Verfahren zur Herstellung kristalliner Salze der (6R.S)-, (6S)- und 
(6R)-Tetrahydrofolsaure, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass man das entsprechende Salz der Tetrahydrofol- 
saure kristallisiert. Die Kristallisation der Tetrahydrofolsaure-Salze erfolgt dabei bevorzugt aus einem polaren Medium 
bei einem pH-Wert zwischen 7 und 10. 

Als polares Medium eignen sich vor allem Wasser oder ein Gemisch aus Wasser und einem mit Wasser mischba- 

50 ren organischen Losungsmittel wie wasser lOslichen Alkoholen, z. B. Methanol, Ethanol, n-Propanol, iso-Propanol, 
Ethylenglycol, einer niedrigen aliphatischen wasserlOslichen Carbonsaure, z. B. Ameisensaure, Essigsaure, Milch- 
saure Oder wasserloslichen Amiden, z. B. Formamid, Dimethylformamid. Dimethylacetamid, 1 -Methylpyrrolidon, 2- 
Methylpyrrolidon, 2-Piperidinon. Es gibt keine besonderen Einschrankungen bezuglich der Art des eingesetzten 
Losungsmittels und des Mischungsverhaltnisses, da kristalline Tetrahydrofolsaure-Salze generell tiefere Loslichkeiten 

55 als die entsprechenden amorphen Formen aufweisen. 

Die Kristallisation wird bevorzugt bei erhOhter Temperatur, im speziellen zwischen 50°C und 90°C oder aus ver- 
dunnten LOsungen, im speziellen zwischen 1%und 1 0% durchgefiihrt. 

Die Kristallisation der (6S)-, (6R)- und (6R,S)-Tetrahydrofolsaure-Salze erfolgt spontan oder durch Animpfen mit ent- 
sprechendem kristallinem Tetrahydrofolsaure-Salz. 
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Als Ausgangsmaterial der Kristallisation eignet sich bevorzugt amorphe oder kristalline, reine (6S)- oder (6R)- 
Tetrahydrofolsaure, es kann jedoch auch racemische (6R,S)-Tetrahydrofolsaure wie auch angereicherte (6S)- oder 
(6R)-Tetrahydrofolsaure eingesetzt werden. Es eignen sich dabei sowoh! isolierte Feststoffe wie z. B. (6R,S)-Tetrahy- 
drofolsaure, (6S)-Tetrahydrofolsaure-Schwefelsaure und Sulfonsaure-Addrtionssalze hergesteilt nach EP-495*204, wie 
auch in situ durch katalytische Hydrierung oder durch Borhydrid-Reduktion aus Folsaure hergestelite Tetrahydrofol- 
saure als Ausgangsmaterial. 

Durch den Einsatz von amorpher oder teilkristalliner optisch reiner Tetrahydrofolsaure oder deren Salzen als Aus- 
gangsmaterial fur die Kristallisation erhalt man durch das beschriebene Verfahren kristalline Tetrahydrofolsaure-Salze 
von bisher nie erreichter Reinheit (> 98%) und einer bisher eberrfalls nie erreichten Stabilitat. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung kristalliner (6S)-, (6R)- und/oder (6R.S) -Tetrahydrofolsaure-Salze als 
Bestandteil zur Herstellung von Arzneimitteln oder zur Herstellung anderer Tetrahydrotolsaure-Derivate, da kristalline 
(6S)-, (6R)- und (6R.S)-Tetrahydrofolsaure-Salze aufgrund ihrer ausgezeichneten Stabilitat in fester Form eine zeitlich 
praktisch unbeschrankt gfeichbleibende sehr gute Qualitat behalt. Ebenso betrifft die Erfindung auch pharmazeutische 
Zubereitungen enthaltend kristalline (6S)-, (6R)- und/oder (6 R,S) -Tetrahydrofolsaure-Salze. Die Herstellung der phar- 
15 mazeutischen Zuberertung erfolgt nach bekannten Verfahren wie z. B. Lyophilisierung. Die LOslichkeit der kristallinen 
Tetrahydrofolsaure-Salze in Wasser bei 20°C liegt unter 1 mg/ml. Die Anwendung erfolgt analog zur Anwendung von 
bekannten Substanzen aus dem Gebiet der Tetrahydrofolate wie z. B. 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure. 

Im weiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Trennung von (6R,S)-Tetrahydrofolsaure-Magnesium-Salz in die 
beiden Diastereomeren (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure-Magnesium-Salze durch fraktionierte Kristallisation. Dieses 
20 Verfahren ist sehr einfach und ergiebig. Man erhalt bereits bei der ersten Kristallisation eines rohen racemischen 
(6R,S)-Tetrahydrofolsaure-Magnesium-Salzes kristallines (6R)-Tetrahydrofolsaure-Magnesium-Salz mit einem (6R)- 
Anteil von uber 95% in Enantiomerenausbeuten von uber 50%. Durch weitere Kristallisationen unter analogen Bedin- 
gungen konnen kristalline (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure-Magnesium-Salze mit einer hoheren Isomerenreinheit 
erhalten werden. 

25 

Beispiele zur lllustrienina der Erfindung 

Die in den Beispielen angegebenen Gehalte an Tetrahydrofolsaure-Salz und die Isomerenanteile wurden jeweils 
mit HPLC bestimmt. 
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Beispiel 1 (Stabilitaten) 



Zur Stabilitatsbestimmung der kristallinen (6S)- und (6 R) -Tetrahydrofolsaure-Salze wurden die Substanzen zusam- 
men mit Vergleichsmustern bei 25°C und 60% Feuchte unter Stickstoff, bzw. bei 4°C unter Luft gelagert. In periodi- 
35 schen Abstanden wurde der verbleibende Gehalt an Tetrahydrofolsaure-Salz gemessen und im Vergleich zum 
Ausgangswert angegeben. 
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Belastungszeit in Monaten 




0 


1/2 


1 


2 


6 


9 




kristallines Ca-Salz der (6S)-Tetrahy- 
drofolsaure 


25°C, 60%, N 2 
4°C, Luft 


100% 
100% 


98.5% 
95.5% 


97.2% 
92.4% 


96.8% 
89.2% 


97.7% 
82.3% 


97.7% 
76.0% 
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kristallines Ca-Salz der (6R)-Tetrahy- 
drofolsaure 


25°C, 60%, N 2 
4°C, Luft 


100% 
100% 


97.8% 
85.9% 


96.1% 
79.0% 


98.0% 
73.0% 


97.1% 
69.3% 


96.8% 
69.2% 
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kristallines Ca-Salz der (6R,S)-Tet- 
rahydrofolsaure 


25°C. 60%, N 2 
4°C, Luft 


100% 
100% 


99.3% 
96.5% 


98.0% 
94.2% 


99.0% 
89.0% 


97.8% 
86.6% 


98.7% 
86.2% 



Kristalline Tetrahydrofolsaure-Salze sind auch nach langerer Belastungszeit noch sehr hell. Im Gegensatz dazu 
verfarben sich amorphe Proben rasch sehr stark. Amorphes Calcium-Salz der (6R.S)-Tetrahydrofolsaure weist nach 
einer Belastungszeit von einem Monat bei 4°C unter Luft einen im Vergleich zu kristallinem Calcium-Salz der (6R S)- 
Tetrahydrofolsaure urn 8% tieferen Gehalt auf . 
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Beispiel 2 (Pulverrontgendiagramme) 



Zur Charakterisierung der strukturellen Eigenschaften (Kristallinitat) der kristallinen Tetrahydrofolsaure-Salze wur- 
den von diesen Substanzen Pulverrontgendiagramme (Beugungsspektren) aufgenommen. 
5 Kristalline (6S)-, (6R)- und (6R,S)-Tetrahydrofolsaure-Salze ergeben gut aufgeloste Spektren mit scharfen Banden 

und niedrigem Untergrund. Die Spektren weisen auf hohe kristalline Anteile hin. 

Beispiel 3 [TE 1423] 

w 8.2 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 100 ml Wasser enthaltend 1 g Thioglycerin aufge- 
schiammt, mit Natronlauge 30% auf pH 3.3 gestellt und mit einer Losung von 3.8 g Calciumchlorid in 4 g Wasser ver- 
setzt. Die entstandene Losung weist einen pH-Wert von 9.3 auf. Nach 20 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wird 
die entstandene Suspension, die einen pH-Wert von 10.0 aufweist, genutscht und der Ruckstand mit wenig Wasser 
uberwaschen. 

15 Nach dem Trocknen erhalt man 7.7 g leicht rOtliches, kristallines Calcium-Salz der (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit 
einem (6S)-Anteil von 51.1% und einem Gehalt von 96% Fiache. 

Die LOslichkeit des erhaltenen Produktes liegt bei weniger als 1 mg/ml Wasser (25°C). 

Beispiel 4 [TE 1418] 

20 

28.6 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 114 ml Wasser airfgeschlammt, mit Natronlauge 30% 
auf pH 7.5 gestelft und mit einer Losung von 48.5 g Calciumchlorid in 500 ml Wasser versetzt Die entstandene gum- 
miartige Masse wird auf 90°C erwarmt. Nach ca 1 Stunde Ruhren erhalt man eine leuchtend gelbe Suspension, die 
heiss genutscht und mit wenig Wasser uberwaschen wird. 
25 Nach dem Trocknen erhalt man 17.3 g beiges, kristallines Calcium-Salz der (6R.S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Anteil von 50.9% und einem Gehalt von 94% Fiache. 

Beispiel 5 [Am 593] 

30 4.0 g (6R.S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 40 ml Wasser enthaltend 0.4 g Thioglycerin aufge- 
schiammt, mit Natronlauge 30% auf pH 8.5 gestellt und bei 50°C mit 2.0 g Calciumacetat versetzt. Das aus der entstan- 
denen L6sung langsam auskristallisierende, beige Produkt wird abgenutscht und mit Wasser uberwaschen. 

Nach dem Trocknen erhalt man 3.64 g kristallines Calcium-Salz der (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)- 
Anteil von 50.5% und einem Gehalt von 94.6% (als Salz, auf trockene Substanz bezogen). Der Calcium- Anteil betragt 

35 1.12 Aquivalent. 

Beispiel 6 [Am 592] 

12.0 g (6S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 60 ml Wasser enthaltend 0.6 g Thioglycerin aufge- 
40 schiammt, mit Natronlauge 50% auf pH 7.5 gestellt und bei 85"C mit einer Losung von 22.5 g Calciumchlorid in 20 ml 
Wasser versetzt. Nach 2 Stunden ruhren bei 85°C wird das auskristallisierte Produkt abgenutscht und mit Wasser uber- 
waschen. 

Nach dem Trocknen erhalt man 12.9 g kristallines Calcium-Salz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)-Anteil 
von 99.9% und einem Gehalt von 96.8% Fiache. Die LOslichkeit des so erhaltenen Produktes in Wasser bei 50°C und 
45 bei einem pH-Wert von 6 betragt 0.12%. 

Beispiel 7 [Am 602] 

Durch den Einsatz von 12.0 g (6R)-Tetrahydrofolsaure und analoger Behandlung wie im Beispiel 6 beschrieben 
so erhalt man 13.8 g kristallines Calcium-Salz der (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)-Anteil von 99.0% und einem 
Gehalt von 93% Fiache. Die LOslichkeit des so erhaltenen Produktes in Wasser bei 50°C und bei einem pH-Wert von 
6 betragt 0.07%. 

Beispiel 8 [Am 482] 

55 

40.0 g (6S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 160 ml Wasser aufgeschiammt und bei 0-5°C mit Ammo- 
niak 25% auf pH 9.8 gestellt. Zur entstandenen Losung werden 34 g Magnesiumchlorid in 34 ml Wasser zugegeben. 
Nach dem Einhalten des pH-Wertes auf 7.0 und der Zugabe von 200 ml Ethanol wird das auskristallisierte, beige Pro- 
dukt abgenutscht und mit Ethanol/Wasser uberwaschen. 
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Nach dem Trocknen erhait man 37.0 g kristallines Magnesium -Salz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)- 
Anteil von 99.4% und einem Gehalt von 91.7% Flache. 

Beispiel 9 [Am 583] 

40.0 g (6R)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 400 ml Wasser enthaltend 4 g Thioglycerin aufge- 
schlammt und mit 6.0 g Magnesiumhydroxid und 60.0 g Magnesiumacetat versetzt. Mit Ammoniak 25% wird der pH- 
Wert bei 50°C auf 9.0 eingestellt. Nach dem Abkuhlen auf 20*C erhait man eine gelartige Masse, die beim Erwarmen 
auf 35°C in eine dunne Suspension ubergeht. Die Suspension wird bei 35°C genutscht und mit Wasser uberwaschen. 

Nach dem Trocknen erhait man 18.0 g kristallines Magnesium-Salz der (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)- 
Anteil von 99.4% und einem Gehalt von 92.0% Flache. 

Beispiel 10 [Am 590] 

20.0 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 200 ml Wasser enthaltend 2 g Thioglycerin aufge- 
schiammt, mit 2.7 g Magnesiumhydroxid versetzt und auf 50°C aufgeheizt. Nach der Zugabe von 30 g Magnesiumace- 
tat wird der pH-Wert mit Ammoniak 25% auf 7.3 eingestellt, die Losung auf 20*C gekuhlt und uber Nacht geruhrt. Die 
erhaltene Suspension wird abgenutscht und mit Wasser uberwaschen. 

Nach dem Trocknen erhait man 5.0 g kristallines Magnesium-Salz der (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)- 
Anteil von 94.8% und einem GehaJt von 97. 1% Flache. 

Beispiel 11 [Am 506] 

28.0 g (6R.S)-Tetrahydrofolsaure werden in 1 10 ml Wasser und 75 ml Methanol enthaltend 18 g Thioglycerin auf- 
geschiammt, mit 9.5 g Magnesiumhydroxid versetzt und bei 50°C mit Ammoniak 25% auf einen pH-Wert von 9.3 ein- 
gestellt. Die nach dem Kuhlen auf -5°C entstandene feine Suspension wird abgenutscht und mit kaltem 
Methanol/Wasser-Gemisch uberwaschen. 

Nach dem Trocknen erhait man 10.5 g kristallines Magnesium-Salz der (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)- 
Anteil von 49.5% und einem GehaJt von 95.9% Flache. 

Beispiel 12 [Am 497] 

4.0 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden unter Stickstoff in 16 ml Wasser aufgeschiammt, mit Ammoniak 25% auf 
einen pH-Wert von 9.7 eingestellt und mit einer Losung von 3.2 g Magnesiumchlorid in 3.2 ml Wasser versetzt. Die ent- 
standene Ware Losung wird in 200 ml Ethanol eingetragen. Die erhaltene hellgelbe Suspension wird nach 2 Stunden 
ruhren bei 5°C abgenutscht und mit kaltem Ethanol/Wasser-Gemisch uberwaschen. 

Nach dem Trocknen erhait man 4.5 g kristallines Magnesium-Salz der (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)- 
Anteil von 49.3% und einem Gehalt von 90.3% Flache. 

Patentanspruche 

1 . Kristallines Calcium-Salz der (6R.S)-, (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure. 

2. Kristallines Magnesium-Salz der (6R.S)-, (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure. 

3. Verfahren zur Herstellung von kristallinem Calcium- oder Magnesium-Salz der (6R.S)- (6S)- und/oder (6R)-Tetra- 
hydrofolsaure. dadurch gekennzeichnet, dass man (6R.S)-. (6S)- oder (6R)-Tetrahydrofolsaure in einem polaren 
Medium bei einem pH-Wert zwischen 7 und 10 kristallisiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Kri stall isation bei erhOhter Temperatur und/oder 
aus verdunnten LOsungen durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, dass die Kristallisation in Wasser oder einem Gemisch aus 
Wasser und einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittel durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, dass als mit Wasser mischbares organisches Losungsmittel 
Essigsaure oder ein niedriger organischer Alkohol eingesetzt wird. 

7. Verwendung von kristallinem Calcium- oder Magnesium-Salz der (6R.S)-, (6S)- oder (6R)-Tetrahydrofolsaure als 
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Bestandteil zur Herstellung von Arzneimitteln. 

8. Pharmazeutische Zubereitungen enthaltend kristallines Calcium- oder Magnesiumsalz der (6R.S)-, (6S)- Oder 
(6R) -Tetrahydrofoisaure. 
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